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序論
序論
すべての生物にとって重要な機能の一つに自己非自己の識別がある。それは、
単細胞生物であっても真である。彼らは、細胞内環境を細胞外環境と独立に調
節することによって生命活動を維持している。多細胞生物では、細胞レベルだ
けではなく、個体のレベルで、自己と非自己を認識し、例えば免疫系は非自己
由来の物質を異物とみなして排除することによって、感染防御の仕組みを実現
している。 
　 私は本論文で述べる研究に着手するにあたり、まず病原微生物と感染宿主動
物との相互作用に着目し、特に病原性細菌が動物を感染死に追いやる仕組みを
解明することを目指した（第1章）。次いで、そのような細菌感染現象に対して
動物が生存を図るために発達させている免疫系に関して、特に感染経験（病原
体への曝露経験）によって応答を調節する仕組みを解析した（第2章）。さらに
本論文の後半では、免疫系が他の重要な生体機能（ストレス応答や行動の制御
など）と折り合いをつけながら、生存にとって最適なバランスを保つ必要性が
あることに着目し、特に行動と免疫系の機能的な連関を探るための実験動物を
確立することを目指した（第3章）。 
　 本研究を通し、私は昆虫を実験動物として用いることにした。昆虫は、哺乳
動物を大量に実験動物として用いることによる倫理的な問題を解決するだけで
なく、脊椎動物に比べて単純な生理を有しているという利点を持っている。さ
らに、私は細菌の病原性や免疫の活性化を論じる際に、個体の生死を判断基準
に用いることが重要であると考えて実験を計画した。それは、ある遺伝子が細
菌による試験管内での毒素産生に寄与したとしても、その遺伝子は実際に個体
を死に至らしめるか否かという点について全く意味のない遺伝子であるという
可能性が否定できないからである。免疫の活性化についても同様で、ある処理
によって特定の因子の発現上昇が生体内で上昇するからと言って、その処理が
個体に感染抵抗性をもたらすという推察には問題がある。私は本研究を通し
て、個体の生死を重要な判断基準の一つとする姿勢を貫いた。 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本論
第一章  腸管出血性大腸菌による動物殺傷メカニズムの解明 
導入 
腸管出血性大腸菌O157:H7はヒトに感染し、腸管から侵入すると時として脳や
腎臓において重篤な炎症を引き起こすことによって、ヒトを死に至らしめるこ
とが知られている(29, 43)。腸管出血性大腸菌は、通常の大腸菌と異なり、志賀
毒素や溶血毒素などの毒素を産生する。stx1とstx2は染色体に挿入されたファー
ジ上に存在し、Shiga toxin 1とShiga toxin 2をコードする(40)。ehxCABDはpO157
に存在し、enterohemolysinをコードする(38)。これらの因子は腸管上皮細胞に対
して傷害性を有する(8,35)。さらに、腸管出血性大腸菌の病原性の発現において
は、菌の移動と腸管上皮細胞の表層への接着が重要だと考えられている(16, 
32)。鞭毛タンパク質遺伝子の転写のレギュレーターをコードするflhDCの発現
は新たな栄養源に遭遇した際に活性化されることが示されている(44)。腸管出
血性大腸菌の腸管上皮細胞表層への接着の際には、attaching and effacing (AE) 
lesionsが形成される。AE lesionsの形成に必要な遺伝子群の多くは、病原性アイ
ランドのひとつ、locus of enterocyte effacement (LEE)に存在する。LEEには、上
皮細胞表層に対する接着に関わる外膜タンパク質インチミンをコードするEae
が存在する(9, 22)。さらに、LEEの遺伝子群の発現は、LEE上にコードされる転
写因子Ler、GrlR、GrlA(2, 7)、他の染色体領域にコードされる転写因子PchA、
PchB、PchC、LrhAによって制御される(21)。LrhAはLEEの遺伝子群だけでなく
鞭毛の遺伝子群の発現を負に制御し、enterohemolysinをコードするehxCABDの
  of  4 79
本論 | 第一章  腸管出血性大腸菌による動物殺傷メカニズムの解明  
発現を活性化することから、腸管出血性大腸菌が移動から接着と毒素発現へ生
理状態を変化させるスイッチに関わると考えられる(17, 19, 30)。この様に、
O157:H7の病原性発現メカニズムには多数の因子が働き、宿主動物にたいして
強い病原性をもたらすと考えられてきた。しかし、これら腸管出血性大腸菌の
毒素、接着、移動に関わる遺伝子群とその制御因子について、どの因子の欠損
株もモデル動物を殺傷する能力が低下することは実証されていない。加えて、
腸管出血性大腸菌による感染症の重症度と毒素産生能の間に対応は無い(13)。
すなわち、大腸菌O157:H7による動物の殺傷に必須の因子が何であるかは明ら
かになっていないと言ってよい。 
　 　細菌が動物を殺傷する分子メカニズムを理解するためにはモデル動物の利
用が必要である。感染症の研究においてはこれまでマウスが多用されてきた
が、O157:H7は通常マウスを殺傷しない。最近、O157:H7の経口投与によって
germ-freeマウスが感染死することが報告された(10)ものの、大腸菌O157:H7の多
数の遺伝子欠損株の動物殺傷能力をgerm-freeマウスを用いて検討するのは動物
愛護の観点から問題を含むし、さらにいうと費用の面からも現実的ではない。
そこで、私はこの研究において、上にあげた二つの問題を克服できる材料とし
て、昆虫をモデル動物に用いることにした。昆虫はほ乳類と多くの共通点を有
する自然免疫機構を持つ。私はこれまでに絹糸の生産のために家畜化された昆
虫であるカイコをヒトの病原性細菌である黄色ブドウ球菌の感染モデルとして
利用してきた(23-26)。カイコは、線虫やショウジョウバエなどの他の無脊椎動
物に比べ、注射による感染実験において定量性に優れている(26)。さらに、カ
イコを用いた感染実験はヒトの体温である37度において可能である(27)。本研
究において、私は大腸菌O157:H7の感染による動物殺傷メカニズムを研究する
ためのモデル動物として利用する事を試みた。 
　 　 大腸菌O157:H7のヒトに対する感染から発症までの期間は短い(28)ことか
  of  5 79
本論 | 第一章  腸管出血性大腸菌による動物殺傷メカニズムの解明  
ら、大腸菌O157:H7の病原性を理解する上でほ乳類の初期免疫応答である自然
免疫系と大腸菌O157:H7との相互作用を理解することが重要である。自然免疫
による病原性細菌の排除には、血球細胞による貪食による細胞性免疫と抗菌ぺ
プチドによる体液性免疫が知られている。抗菌ぺプチドは無脊椎動物と脊椎動
物の間で保存されている(31,36)。腸管出血性大腸菌(15)をはじめ、Shigella 
(45)、Salmonella (14)、Burkholderia (33)、Actinobacillus (37)などのグラム陰性細
菌(42)において、LPS上のO抗原が抗菌ペプチドに対して耐性を導く。LPSのO高
原合成はrfb遺伝子群が担い、fructose-6-phosphateを初期出発物質としてO抗原の
構成単糖であるGDP-α-perosamineを合成する(1)。最後の段階でrfbEにコードさ
れるaminotransferaseはGDP-4keto-6-deoxymannnoseからGDP-α-perosamineを合成
する(1)。PerosamineはVibrio cholarae O1、E. coli O157:H7、Caulobacter crescentus 
CB15のO抗原に特有の構成単糖である(39)。内膜表面上でnucleotideにより活性
化された単糖はWecAにより重合され(3)、WaaLによりcore lipidAに結合される
(18)。実際、Uropathogenic Escherichia coli のwaaL欠損株はurinary tractにおける
生菌数が低下する(4)。大腸菌O157:H7のrfbE欠損株はマウス腸管と牛の直腸に
おける生菌数を低下することが報告されている(41)。これらの知見に基づき、
本研究で、私は腸管出血性大腸菌のO157抗原が動物に対する殺傷能力に寄与す
るか検討した。 
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材料と方法
菌株と培養条件 
本研究に用いた細菌とプラスミドはTable 1にまとめた。大腸菌はLuria-Bertani培
地中で37˚Cで好気的に培養し、実験に用いた。 
大腸菌の遺伝子破壊  
大腸菌の遺伝子破壊はOne step inactivation method(6)にしたがって行った。標的
遺伝子の上流領域および下流領域に対して相補的な配列をアダプター配列とし
て持つプライマーを用いて、PCR法によりカナマイシン耐性遺伝子kan、もしく
はクロラムフェニコール耐性遺伝子catを増幅した。 
カイコを用いた感染実験 
愛媛蚕種よりカイコ卵 (Fu/Yo × Tsukuba/Ne系統)を購入し、孵化した幼虫は4令
幼虫期まで抗生物質を添加したエサを与え、5令幼虫期から抗生物質非添加の
エサを与えて27℃で育成された(24)。5令幼虫２日目のカイコに対して、注射針
（27-gauge）を装着したツベルクリン用の注射器を用いて大腸菌の生菌を体液
内に注射し、37˚Cのインキュベータ内で餌を与えずに飼育した。 
マウスを用いた感染実験 
マウスJcl:IcRの雌（4週齢）は日本クレア社から購入した。マウスは腹腔内に大
腸菌の一晩培養液を5% hog gastric mucinに懸濁した溶液を注射された。マウス
はオートクレーブによって滅菌した水およびガンマ線を照射したエサを与えて
22˚C環境下で飼育した． 
生菌数測定 
試料は0.9%食塩水を用いて適当な濃度まで希釈され、２枚のLB10寒天培地上に
塗布された。一晩培養後、形成されたコロニー数が計測された。 
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カイコ体液のメタノール抽出画分の調製 
カイコの体液は氷上で回収され、4˚Cにおいて 3000-g、5 分間遠心された。その
上清に対して等量のメタノールが加えられ、ボルテックスミキサーで激しく攪
拌された。4˚Cにおいて 3000-g、5 分間遠心されたあと、上清は遠心エバポレー
タを用いて蒸発乾固された。乾燥物は水に溶解された。タンパク質量はBrad 
ford法により測定された。 
リポ多糖の解析 
LPS画分の調製はCoyneらの方法に基づいて行った(5)。LPS画分はその半容量の
Laemi法のSDSサンプルバッファー(150 mM Tris-HCl [pH 6.8], 6% SDS, 2% 2-
mercaptoethanol, 30% glycerol, and 0.04% bromophenol blue)を加えられ、12.5% 
SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動された。電気泳動後のゲルは抗
O157抗体を用いて免疫染色された。 
抗菌ペプチドによる増殖抑制 
化学合成されたmoricin（operon社）を添加したLuria-Bertani培地に大腸菌株の一
晩培養液を1000分の1容量加え、27℃で5時間静置培養した。その後、生菌数を
測定した。 
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結果
1. EHEC O157:H7による動物の殺傷におけるO抗原の必要性
本研究で私は、腸管出血性大腸菌(Enterohemorrhagic E. Coli, EHEC) O157:H7の
臨床分離株であるSakai株(WT)を用い、Sakai株がカイコを殺傷するかを検討し
た。Sakai(WT)の生菌懸濁液をカイコの血液内に注射し、37ºCにおいて飼育した
ところ、それらのカイコは死亡した (Table 2, 3)。生菌を注射してから20時間経
過した時点で算出したSakai株のカイコに対するLD50値は4.3×106CFU/larvaだっ
た(Table 3)。一方、大腸菌K-12株由来の実験室株であるW3110（ヒトに対して
病原性を示さないとされる）のLD50はSakai(WT)のおよそ95倍であった(Table 
3)。 
　　さらに私は、Sakai株によるカイコに対する殺傷能力に必要な因子を明らか
にするため、これまでにEHEC O157:H7の病原性因子として考えられている因子
群のカイコ殺傷に対する寄与を検討した。細胞傷害活性を有するShiga toxin 1お
よび2をコードする遺伝子stx1/stx2の二重欠損株のカイコに対する病原性をLD50
により評価した結果、対照株として用いたSKI-5142株と同程度の殺傷活性を示
した(Table 2)。また同様に、腸管溶血毒素をコードするehxA、あるいはehxAと
ehxAの発現に必要な遺伝子であるehxCBDを破壊した株のカイコに対する殺傷能
力も対照株に比べて低下しなかった　 (Table 2)。加えて、EHEC O157:H7の細胞
接着に必要なタンパク質であるインチミンをコードするeaeの欠損株を用いた場
合にも、カイコに対する殺傷能は対照株と同程度であった (Table 2)。鞭毛合成
遺伝子のマスターレギュレータであるflhDCの欠損株は対照株と同程度のカイコ
殺傷能力を示した (Table 2)。さらに、腸管溶血毒素、鞭毛遺伝子、LEEの遺伝
群の発現調節に関わる転写因子をコードするlrhAの欠損株はカイコに対する殺
傷能力を低下しなかった (Table 2)。以上の結果はEHEC O157:H7がカイコを殺
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傷する過程において、細胞毒素、接着因子、または鞭毛は必要ではないことを
示している。　　 
 次に私はEHEC O157:H7の外膜上のリポ多糖(Lipopolysaccharide; LPS)の
O抗原に着目し、O抗原がカイコ殺傷能力に寄与するかを検討した。LPS上の
O157抗原はEHEC O157:H7の分類上の指標であるだけでなく、宿主動物から産
生される抗菌ペプチドに対する耐性を導くことが示唆されている(15)。私は
Sakai(WT)を親株として、O157:H7に特有のO抗原の構成分子であるperosamineの
合成酵素をコードするrfbEの欠損株を作出した。また、O抗原をcore lipidAに結
合するligaseをコードするwaaLの欠損株を作出した (Fig. 1A-B)。これらの菌株
から調製したLPS画分を電気泳動し、抗O157抗体による免疫染色で検出したと
ころ、Sakai(WT)ではシグナルが検出されたのに対し、rfbE欠損株とwaaL欠損株
においてはシグナルが消失していた (Fig. 1C)。したがって、このrfbE欠損株と
waaL欠損株はLPS上のO157抗原を失っていると考えられる。また、ここでみら
れたO抗原の消失は、野生型遺伝子を再導入することによって回復した(Fig. 
1C)。rfbE欠損株とwaaL欠損株のカイコに対するLD50はそれぞれ1.4 x 108 CFUと
2.1 x 108 CFUであり、これらの値はSakai (WT)のLD50の30倍または50倍程度大
きかった (Fig. 2およびTable 3)。さらに、これらの遺伝子欠損株に野生型遺伝子
を導入した株のLD50は欠損株のLD50に比べて低下していた(Fig. 2およびTable 
3)。以上の結果は、EHEC O157:H7のLPS上のO抗原がカイコに対する殺傷能力
に必要であることを示している。 
　　次に私は、EHEC O157:H7に存在するLPS上O抗原が、カイコと同様に哺乳
動物の殺傷にも必要かを検討した。Sakai(WT)の生菌を腹腔内に注射すること
によってマウスは一日以内に死亡した。このとき、生菌を注射してから18時間
後のrfbE欠損株とwaaL欠損株のマウスに対するLD50はSakai(WT)のそれの10倍
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以上高い値を示した (Table 4)。この結果は、EHEC O157:H7のLPS上のO抗原が
哺乳動物の殺傷にも必要であることを示唆している。 
2. EHEC O157:H7のカイコ体液中における増殖に対するO抗原の必要性
LPS上のO抗原は、様々なグラム陰性細菌の抗菌ペプチドに対する防御に寄与す
ることが報告されている。私はEHEC O157:H7の動物殺傷活性に対するLPS上の
O抗原の必要性が、宿主の自然免疫システムにおいて重要な機能を有する抗菌
ペプチドに対する防御機能で説明されるのではないかと考え、その仮説を検証
することにした。Sakai(WT)、またはrfbE欠損株をカイコの体液中に注射した
後、体液中の生菌数の経時的変化を調べたところ、Sakai(WT)では注射後1.5時
間から6時間にかけて生菌数が増加したのに対し、rfbE欠損株では注射後0.5時
間から6時間にかけて生菌数が減少した (Fig. 3A)。したがって、EHEC O157:H7
のLPS上O抗原はカイコ体液中の自然免疫機構に抵抗するために必要であると
考えられる。自然免疫による細菌等の外来異物の排除には、体液細胞による貪
食ならびに抗菌ペプチド等による殺菌が知られる。Sakai(WT)とrfbE欠損株の間
でカイコ体液細胞により取り込まれた菌数に差は見られなかった（data not 
shown）。そこで私は、カイコ体液中の液性因子による細菌の増殖抑制活性に
対して、rfbE欠損株の感受性が上昇しているかを検討した。私はカイコ体液か
ら遠心によって細胞を除去したplasma画分を添加した栄養培地において、Sakai 
(WT)とrfbE欠損株を５時間培養し、生菌数を測定した。その結果、rfbE欠損株
の生菌数はplasma画分の添加量依存的に減少した (Fig. 3B)。一方、親株のSakai 
(WT)の生菌数はplasma画分の添加により変化しなかった。したがって、EHEC 
O157:H7のLPS上O抗原はカイコ血液plasma画分中の抗菌物質に抵抗するために
必要である。このカイコplasma画分のEHEC O157:H7 rfbE欠損株に対する増殖
抑制活性は100˚C、15分の加熱処理によっても失われなかった（data not 
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shown）。さらに、このカイコplasma中の抗菌活性はメタノールにより抽出され
ることがわかった (data not shown)。これらの性質は抗菌ペプチドの性質と一致
する事から、私はカイコplasma画分の抗菌活性が抗菌ペプチドによると考え
た。抗菌ペプチドの発現は菌体による刺激により誘導される(11)。rfbE欠損株の
増殖を抑制する活性がカイコ体液中の抗菌ペプチドによるかを知るために、
rfbE欠損株増殖抑制活性がSakai (WT)の注射により上昇するか検討した。生理
食塩水またはSakai (WT)の生菌懸濁液をカイコに注射し、8時間後に回収したカ
イコ体液からメタノール抽出画分を得た。メタノール抽出画分を添加した栄養
培地中において、rfbE欠損株を培養し、生菌数を測定した。その結果、Salineを
注射したカイコ由来のメタノール抽出画分に比べて、Sakai (WT)を注射したカ
イコ由来のメタノール抽出画分のrfbE欠損株に対する増殖抑制活性は増大して
いた (Fig. 3C)。また、このrfbE欠損株に対する増殖抑制活性はrfbE欠損株の生
菌懸濁液の注射によっても増大した (data not shown)。以上の結果は、カイコ体
液中のrfbE欠損株に対する増殖抑制活性が抗菌ペプチドによることを示唆して
いる。 
3. EHEC O157:H7の抗菌ペプチド耐性におけるLPS上O抗原の寄与
私はカイコ体液中に存在する抗菌ペプチドであるmoricinに対して、rfbE欠損株
とwaaL欠損株が感受性を示すかを検討した。私はrfbE欠損株とwaaL欠損株を
moricinを添加した栄養培地において増殖させた後、生菌数を測定した。moricin
を添加した栄養培地において、rfbE欠損株とwaaL欠損株の生菌数は親株に比べ
て低下していた (Fig. 4A)。rfbE欠損株とwaaL欠損株の生菌数の低下は野生型遺
伝子の導入により回復した (Fig. 4A)。一方、moricinを添加しない栄養培地にお
いて、rfbE欠損株とwaaL欠損株の生菌数は親株と変わらなかった(Fig. 4A)。以
上の結果は、EHEC O157:H7のLPS上のO抗原が抗菌ペプチドmoricinに対する抵
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抗性に寄与することを示唆している。 
 次に私は、EHEC O157:H7のLPS上のO抗原が哺乳動物の体液性免疫因
子に対する抵抗性に寄与するかを検討した。その結果、ブタ血清中において
rfbE欠損株とwaaL欠損株の生菌数は親株に比べて100分の１以下に低下するこ
とが見いだされた(Fig. 4B)。また、この生菌数の減少は、それぞれの欠損株に
たいして野生型遺伝子を再導入することによって抑圧された(Fig. 4B)。また、
補体系の不活性化に広く用いられる加熱処理によって、ここで見いだされた
rfbE欠損株とwaaL欠損株に対する殺菌効果は消失した(Fig. 4B)。これらの結果
は、EHEC O157:H7のLPS上のO抗原が哺乳動物の体液性免疫因子に対する抵抗
性に寄与することを示唆している。 
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考察 
私は本研究において、カイコが腸管出血性大腸菌O157:H7により感染死するこ
と、ならびに腸管出血性大腸菌O157:H7によるカイコならびにマウス殺傷にお
いてLPS上O抗原が必須の役割を果たすことを明らかにした。本研究は腸管出血
性大腸菌O157:H7の動物殺傷能力において必要な因子を初めて同定した例であ
る。カイコの感染モデルは、腸管出血性大腸菌O157:H7の動物殺傷能力を評価
する上で有用であり、今後、LPS上のO抗原以外の他の大腸菌O157:H7による動
物殺傷に必要な因子が同定されることが期待される。 
　 　 グラム陰性細菌のLPS上のO抗原は抗菌ペプチドに対する抵抗性に寄与す
る。本研究で扱った大腸菌O157:H7においてもLPS上のO抗原が抗菌ペプチドに
対する抵抗性に寄与することが明らかとなった。また、大腸菌O157:H7がカイ
コ殺傷を引き起こす前に、大腸菌O157:H7はカイコ体液中で増殖する一方、O
抗原の欠損株はカイコ体液中で増殖出来ないことが示された。さらに、カイコ
体液中の大腸菌O157:H7増殖抑制活性は宿主の体液性免疫因子によることが示
唆された。大腸菌O157:H7がカイコを殺傷する上で菌の体液中での増殖が必要
であり、その際にLPS上のO抗原による抗菌ペプチド抵抗性が必要であると考え
られる。 
 また、LPSはエンドトキシンの一つとして知られている。大腸菌のLPS
のO抗原はLPSのエンドトキシン活性に必要であると考えられており(46)、本研
究で見出されたO抗原欠損株における動物殺傷能力の減弱は、LPSのエンドト
キシンとしての活性の低下が寄与している可能性は排除できていない。今後、
菌体から宿主への攻撃（エンドトキシン）の側面と、宿主免疫因子（抗菌ペプ
チドなど）に対する防御の側面の両方から、O抗原の機能を明らかにしていく
ことが重要である。 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図表 
Table 1. 本研究で用いた菌株およびプラスミドの一覧表 
a. Km, kanamycin; Cm, chloramphenicol; Amp, ampicillin. 
Strain or plasmid Genotypes or characteristicsa Source or reference
Strains
E. coli
Sakai EHEC O157:H7 (same as RIMD0509952) (12)
SKI-5142 Sakai ∆(lacIZYA) (20)
SKI-5171 SKI-5142 ∆(ehxA)::kan (38)
SKI-5172 SKI-5142 ∆(ehxCABD)::kan (38)
SKI-5301 SKI-5142 ∆(lrhA):: kan (17)
SKI-5500 SKI-5142 ∆(stx1)::cat, ∆(stx2)::kan This study
SKI-5510 SKI-5142 ∆(eae)::kan This study
SKI-5201 SKI-5142 ∆(flhDC)::kan This study
SKI-5440 Sakai ∆(rfbE)::kan This study
SKI-5441 Sakai ∆(waaL)::kan This study  (34)
Plasmids
pKD4 Vector for allelic replacement in E. coli, Kmr (6)
pKD46 Vector for allelic replacement in E. coli, Cmr (6)
pMW118 E. coli vector, Ampr Nippon Gene
prfbE pMW118 with intact rfbE from Sakai This study
pwaaL pMW118 with intact waaL from Sakai This study
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Table 2. 腸管出血性大腸菌O157:H7の溶血毒素欠損株、ならびに接着因子欠損株
のカイコに対する病原性 
Strain LD50 (CFU) LD50 ratio
Experiment 1
 Sakai (WT) 6.9 × 105 1
 SKI-5500 (∆stx1/stx2) 8.6× 105 1.2
Experiment 2
 Sakai (WT) 8.8 × 105 1
 SKI-5171 (∆ehxA) 8.3 × 105 0.9
Experiment 3
 Sakai (WT) 4.8 × 106 1
 SKI-5510 (∆eae) 6.5 × 106 1.4
 SKI-5301 (∆lrhA) 3.0 × 106 0.6
Experiment 4
 Sakai (WT) 8.4 × 105 1
 SKI-5201 (∆ﬂhDC) 9.5 × 105 1.1
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Table 3. 腸管出血性大腸菌O157:H7のO抗原合成酵素欠損株、ならびにLPS O抗
原化酵素欠損株のカイコに対する病原性 
大腸菌株の一晩培養液の二倍希釈系列をカイコ５匹に注射し、37˚Cで飼育し、
20時間後の生存率を求めた。ロジスティック回帰によりカイコに対するLD50値
を求めた。nの列に実験回数を示し、データは平均値 ± standard errorを示す。
Sakai (WT)のLD50値と他の菌株のLD50値との間のStudent t-test P-valueを示す。 
Strain LD50 N LD50 ratio P-value
1. Sakai (WT) 4.3 ±1.1 ×106 3    1
2. SKI-5440 / pMW118 (∆rfbE) 1.4 ±0.44 ×108 3   33  0.0382    vs. 1
3. SKI-5440 / prfbE (rfbE+) 8.8 ±0.31 ×106 3   2.1  0.0422    vs. 2
4. SKI-5441 / pMW118 (∆waaL) 2.1 ±0.20 ×108 2   49 <0.001     vs. 1
5. SKI-5441 / pMW118 (waaL+) 2.8 ±0.50 ×107 2   6.6  0.0126    vs. 4
6. W3110 4.1 ±0.05 ×108 2   94 <0.001     vs. 1
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Table 4. 腸管出血性大腸菌O157:H7のO抗原合成酵素欠損株、ならびにLPS O抗
原化酵素欠損株のマウスに対する病原性 
２倍希釈系列の菌液をマウス5匹に対して注射後１８時間の生存数からLD50値を求め
た。Sakai (WT)とSKI-5440 (∆rfbE)については２回の実験、SKI-5441(∆waaL)については
１回の実験を行った。ロジスティック回帰によりLD50値を求め、野生株と遺伝子欠損
株のLD50値の差について尤度差検定によるP値を求めた。 
Strain LD50 (CFU) LD50 ratio P-value
Experiment 1
Sakai (WT) <1.0 × 107
SKI-5440 / pMW118 (∆rfbE) >1.0 × 108 >10
Experiment 2
Sakai (WT) 1.1 × 107
SKI-5440 / pMW118 (∆rfbE) 1.1 × 108 11 0.01152
SKI-5441 / pMW118 (∆waaL) 1.5 × 108 14 0.04495
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Fig. 1. 腸管出血性大腸菌O157:H7 Sakai株のwaaL遺伝子欠損株の作出 
A. 野生株およびwaaL欠損株のwaaL遺伝子近傍のDNA領域の模式図 
B. 野生株およびwaaL欠損株のゲノムDNAを制限酵素ClaIにより消化し、カナマイシン
耐性遺伝子に対するプローブ（写真左側）またはwaaL遺伝子に対するプローブ
（写真右側）によりサザンブロットハイブリダイゼーションを行った。 
C. 大腸菌LPS画分をポリアクリルアミドゲル電気泳動し、抗O157抗体による免疫染色
を行った。Lane 1, Sakai (WT); lane 2, SKI-5440 / pMW118 (∆rfbE); lane 3, SKI-5440 / 
pMW118 (rfbE+); lane 4, SKI-5441 / pMW118 (ΔwaaL); lane 5, SKI-5441 / pwaaL (waaL+)
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Fig. 2. 腸管出血性大腸菌O157:H7 Sakai株の病原性関連遺伝子欠損株のカイコ
に対する殺傷能力 
横軸はカイコ血液内に注射した生菌数、縦軸は２０時間後の生存率を示す。菌液を注
射したカイコは37度においた。 
A. カイコ（n = 10）に対して、Sakai (WT)、ベクタープラスミド、もしくはrfbE
遺伝子を有するプラスミドprfbEで形質転換したSKI-5440 (ΔrfbE)、または
W3110株の一晩培養液の２倍希釈系列を注射した。３回の実験のうちの１
回の実験を代表例として示し、３回の実験結果のまとめはTable 3に示す。ロ
ジスティック回帰によりLD50値を求めた。 
B. カイコ（n = 8）に対して、Sakai株、ベクタープラスミド、もしくはwaaL遺
伝子を有するプラスミドで形質転換したSakaiΔwaaL株の一晩培養液の２倍
希釈系列を注射した。２回の実験のうちの１回の実験を代表例として示
す。2回の実験結果のまとめはTable 3に示す。 
  of  21 79
本論 | 第一章  腸管出血性大腸菌による動物殺傷メカニズムの解明  
$  
Fig. 3. カイコ体液中の抗菌物質に対する腸管出血性大腸菌O157:H7 Sakai株のO
抗原欠損株の感受性 
A. カイコ体内におけるO157 Sakai株 (WT)およびO抗原欠損株(SKI-5440)の生菌
数を測定した。カイコ血液中に2 x 108CFUのSakai (WT)もしくはSKI-5440 
(∆rfbE)を注射し、0.5、1.5、6時間後の体液を回収した。横軸は注射後の時
間、縦軸はカイコ体液中の生菌数を示す。2回の試行の代表例を示す。 
B. カイコ血液plasma画分を添加した栄養培地中でのO157 Sakai株 (WT)およびO
抗原欠損株(SKI-5440)の生菌数を測定した。カイコ血液plasma画分を添加し
たLB培地に対して、2 x 108CFUの各菌株を接種し、５時間培養後の生菌数
を測定した。横軸はLB培地に対するカイコplasmaの添加量を示す。2回実験
を行い、その代表例を示す。 
C. 生菌の前投与によるカイコ血液plasma中のSKI-5440 (∆rfbE)の増殖抑制活性
の増大。生理食塩水(Induction -)もしくはSakai (WT)の菌液 (Induction +)を注
射し、6時間経過したカイコの血液を採取し、plasma画分から50％メタノー
ル抽出画分を得た。そのサンプルを添加した栄養培地に対して、1-4x 
105CFUのSKI-5440 (ΔrfbE)を接種し、５時間培養後の生菌数を測定した。横
軸は栄養培地に添加した50%メタノール抽出画分のタンパク質濃度を示す。
2回実験を行い、その代表例を示す。 
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Fig. 4. 宿主動物の抗菌因子に対する腸管出血性大腸菌O157:H7 Sakai株のLPS上
O抗原の防御的機能 
A. カイコの抗菌ペプチドmoricinを100 µg/ml添加した栄養培地に、1-2 x 105 CFUの
Sakai (WT)、ベクタープラスミド、もしくはrfbE遺伝子を有するプラスミドprfbEで
形質転換したSKI-5440 (ΔrfbE)を接種して、27℃で５時間培養後の生菌数を測定し
た。2回実験を行い、その代表例を示す。★印はp<0.05を示す。 
B. 新鮮なブタ血清を添加したPBS中に1 × 105–106 CFU/mLとなるようにSakai (WT)、ベク
タープラスミド、もしくはrfbE遺伝子を有するプラスミドprfbEで形質転換したSKI-
5440 (ΔrfbE)を接種し、37℃で90分培養後の生菌数を測定した。グラフは生菌数と
その標準誤差を2回の実験の代表例として示す。★印はp<0.05を示す。 
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第二章  カイコにおけるPrimed Immune Response 
導入 
ヒトを含めた全ての動物は常に微生物に暴露されている。その中で病原性を持
つ微生物は動物の生命を脅かす。したがって、外来微生物に対する防御応答シ
ステムは、動物の生死に直結する極めて重要なシステムであると言える。 
　 動物は免疫系を発達させることによって、病原性を持つ外来微生物から自身
を守っている。動物に存在する免疫システムはその機能的観点から、外来微生
物に対する応答が先天的に決まっているとされる自然免疫と、外来微生物に対
する応答が後天的に調節される適応免疫に分けて考えられている。脊椎動物で
は自然免疫と適応免疫の双方の機能が知られており、特に脊椎動物の適応免疫
においては、Bリンパ球から産生される抗体分子がその中核的な役割を担って
いる。 
　Bリンパ球から抗体を産生するシステムは、病原体への曝露によって応答の調
節増強が起こるが、一方でそれ以外の免疫システムではそのような増強効果は
一般的ではない。実際これまで、動物が同じ病原体に複数回暴露されても抗体
産生と関連のない経路の応答は変化しないと考えられてきた（Janeway, C.A., et 
al. 2002）。この事実から、抗体産生能力を持たない動物種である昆虫などの無
脊椎動物は、病原体への曝露経験によらず常に一定の反応を示すような、比較
的未熟な免疫機構に頼っていると想定されてきた。しかしながら、昆虫は土壌
や水圏といった生息環境下において、脊椎動物と同等あるいはそれ以上の感染
リスクに曝されており、それらの動物種が未熟で弱い免疫系しか持たないと考
えるのは不自然である。言い換えると、無脊椎動物にも病原体への曝露経験に
よって応答を調節する機構が備わっていると考えるのが妥当である。 
　実際これまでに、Benらは膜翅目昆虫であるマルハナバチに対してグラム陰性
菌のPseudomonasまたはグラム陽性菌のPaenibacillusを予め致死量以下の菌量で
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感染させると、同じ菌を再度感染させた場合におけるマルハナバチの生存時間
が延長することを見出した(Ben M. Sadd et al., 2006)。さらにPhamらは双翅目昆
虫であるショウジョウバエにおいてグラム陽性菌のStreptococcus pneumoniaeに
対して特異的に応答する免疫経路が存在する事を示した (Pham LN et al., 2007)。
これらの知見から、無脊椎動物においても外来微生物の侵入を記憶し、特異的
な感染防御を行うシステムが機能していると推察される。しかしながらその分
子メカニズム、特にいかなる菌体由来分子が無脊椎動物における感染抵抗性の
上昇をもたらすかは不明であった。私はハエやハチと同様にNeopteran（新翅下
綱＝完全変態をする昆虫のグループ）に属するカイコ（鱗翅目）を用いてこの
疑問に答える研究に着手した。 
　私はこれまでにカイコを用いた感染症モデルを確立してきた(Miyashita et al., 
2012)。カイコは巨大昆虫であり、その利点を生かしてLD50を用いた定量的な感
染抵抗性の評価が可能である。本研究において私はカイコを用い、O-157の熱
処理菌体をあらかじめ注射しておくことによってO-157の生菌による感染死を防
ぐことができるかどうかを検討した。さらに、その特異性及び持続的について
検討し、カイコに対してO-157感染抵抗性を付与する菌体由来の分子を同定す
ることを試みた。 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材料と方法 
菌株と培養条件 
腸管出血性大腸菌O-157:H7臨床分離株 Sakai株、大腸菌実験室株W3110はLuria-
Bertani培地を用いて好気的に37℃で培養した。黄色ブドウ球菌臨床分離株
NCTC8325-4株はTryptic Soy Brothを用いて37℃で好気的に培養した。セラチア
菌2170株はBrain Heart Infusion を用いて30℃で好気的に培養した。いずれの菌
株も、50 mL disposable tubes に10 mLの培地を入れるか、225 mL disposable tubes
に50 mLの培地を入れて培養した。 
カイコ 
本研究に用いたカイコは、愛媛蚕種より卵(Hu Yo × Tukuba Ne系統)を購入し、4
令幼虫期まで抗生物質を添加したエサを与え無菌的な環境で飼育した。5令幼
虫期から抗生物質非添加のエサを与えて27℃で飼育した。 
カイコ幼虫並びに蛹に対する感染実験 
カイコ幼虫の感染実験はKaitoらの方法に基づいて行った。1 mLシリンジおよび
注射針（27gauge）を用いて生菌を血液内に注射し、その後37℃のインキュベー
タ内で餌を与えずに飼育した．また、カイコ蛹に対する感染実験は、幼虫と同
様の方法で菌液を調製し、蛹の腹部背側から液量50uLを注射し、その後27℃の
インキュベータ内で餌を与えずに飼育した。 
免疫実験 
免疫に用いる菌株を液体培地で培養後、菌液を室温において5000rpmで8分間遠
心(Kubota, Table Top Refrigerated Centrifuge 5500)して沈殿を得た。遠心後すぐに
等容量の生理食塩水（0.9 % NaCl）に懸濁し、オートクレーブによって熱処理
菌体を調製した(121℃,15 min.)。熱処理菌体は生理食塩水を用いて希釈し、カ
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イコ幼虫一匹当たり25 µLを1 mLシリンジおよび注射針（27 gauge）を用いて血
液内に注射した。注射後から感染実験までの間は、抗生物質非添加餌を与えて
27℃で飼育した。 
体液サンプルの調製 
抗菌活性の測定に用いるカイコ体液は、幼虫の擬足を消毒したハサミで切って
回収した。回収には1.5 mL tubes (eppendorf) を用い、メラニン化阻害剤である
Phenylthioureaを終濃度100 µMとなるように添加した。体液の回収後は室温にお
いて15000 rpmで5分間遠心(Hitachi, CT15RE Tabletop Centrifuges)し、遠心上清画
分を得た。  
試薬 
生理食塩水の調製に用いるガラス試薬瓶は使用前に300℃で2時間乾熱滅菌し
た。その後塩化ナトリウム(Wako) 0.90% w/vとなるように超純水に溶解させ、
121℃で20分間オートクレーブした。本研究に用いる生理食塩水は、菌体成分
またはその他の免疫活性化物質による汚染に特に注意して調製、保管した。本
研究で用いたO-157由来lipopolysaccharide (LPS)はWakoPure Chemical Industries社
製の精製品を (Lipopolysaccharide, from E.coli O-157, by ultracentrifugation, 
129-05461)を用いた。また、Salmonella enterica serotype minnesota由来のLPSは
Sigma社製の精製品（Lipopolysaccharides from Salmonella enterica serotype 
minnesotaまたはLipopolysaccharides (rough strains) from Salmonella enterica 
serotype minnesota Re 595 (Re mutant)）を用いた。 
抗O-157分子の精製 
A. Cation Exchange Column Chromatography.  
カイコにFull Growthを100倍希釈したO-157熱処理菌体懸濁液を注射し、餌を与
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えて27度で飼育した。熱処理死菌を注射してから12時間後に、phenylthiourea存
在下で体液45mLを氷上のPP tubeに回収した。体液は遠心(5krpm, 5min, 4℃)し、
上清を直ちに氷冷しておいた225mLの0.1 M ammonium acetate, pH=7で希釈し
た。このサンプルをCarboxymethyl(CM)-TOYOPEARL (Tosoh, CM-650M) column 
(100 mL, 2.5x16 cm)にアプライし、500mLの0.3M ammonium acetate, pH=7でwash
した後、0.3M-1.0M ammonium acetate, pH=7 (150mL each)でグラジエント溶出さ
せた。溶出画分は10mLずつ分取した。各フラクションはタンパク質量とO-157
に対する抗菌活性を測定した後、活性画分を凍結乾燥して次の精製段階に供し
た。 
B. Gel-Filtration Chromatography  
上記活性画分を0.1 M ammonium acetate, pH=7に溶解し、同じバッファーで平衡
化したFPLC用ゲルろ過カラム(GE Healthcare Life Sciences, Superose 12 10/300 
GL) にアプライした。その後0.1 M ammonium acetate, pH=7を用いて流速0.5min /
minで分画した。0.5 mLずつ分取した画分のタンパク質量とO-157に対する抗菌
活性を測定した。また、活性のピーク付近の画分は、15% SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresisに供した。 
O-157に対する抗菌活性の測定 
Mueller Hinton Broth に懸濁したO-157生菌(10-3 full growth)を96 well plate (round 
bottom, 100µL/well)に分注し、活性測定するサンプルを一つのwellに100uL加え
た。その後順次希釈して２倍希釈系列を作製し、37℃で終夜培養した。増殖が
抑制されたwellのうち最も希釈率が高いものからサンプルの力価または最小阻
止濃度を決定した。また、精製における活性測定に用いたO-157の生菌懸濁液
は、活性測定の感度を高める目的で10-6• full growthを用いた。精製における活
性の量は、100µLのスケールにおいて力価1/nを示す抗菌活性の量をn unitと定義
  of  35 79
本論 | 第二章  カイコにおけるPrimed Immune Response
した。すなわち、100µLの活性測定系で力価1/4であるサンプルの活性量は40 
units/mLと算出される。 
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結果
1. カイコにおける特異的な免疫の成立
私はこれまでに、腸管出血性大腸菌O-157がカイコを殺傷することを見出して
いる(Miyashita A. et al., 2012)。私はこのカイコO-157感染モデル系において、適
応免疫の現象を見いだせるかを検討した。カイコに対し、熱処理よって死滅さ
せたO-157の菌体または生理食塩水を注射した。それらのカイコのO-157感染に
対する抵抗性を検討したところ、熱処理菌体の投与から8時間以内において、
死菌の投与量依存的なO-157感染抵抗性の獲得が見られた(Fig. 1)。私はこの現
象をカイコにおける適応免疫であると考えた。このとき、生理食塩水には免疫
効果が見られなかった事から、カイコに対する創傷又は液体の注射による非特
異的な刺激は、上記の免疫効果を誘導しないと私は判断した。 
　 次に私は、この免疫効果の強さを定量的に評価した。私はカイコに対する病
原体の病原性を定量的に評価する方法が確立されている(Kaito et al., 2005)。私
は、O-157熱処理菌体による免疫効果を定量的に評価する目的で、熱処理菌体
または生理食塩水を前投与してから６時間後のカイコを用いてO-157生菌によ
る殺傷の用量依存性について検討し、18時間後におけるカイコの生存曲線から
LD50を推定した。まず、生理食塩水を前投与したカイコに対するO-157のLD50値
は6.7x105 (CFU/larva)と推定された(Table 1)。この値は私がこれまでに報告して
いる値 (Miyashita A. et al. 2012)と同程度の値である。次に、O-157の熱処理菌体
を前投与したカイコに対するO-157生菌のLD50値を推定したところ、その値は
生理食塩水を前投与したカイコにおけるそれと比較して顕著に増大していた
(Table 1)。 
2. O-157熱処理菌体によるカイコの免疫効果における感染菌種の特異性　 
次に私は、ここで見られた免疫効果がカイコに感染させる病原体の種類に特異
性を示すか否かを検討した。私はこれまでに黄色ブドウ球菌がカイコを感染死
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させる事を見出している (Kaito C. et al.)。そこで私はO-157熱処理菌体または生
理食塩水を前投与したカイコに対して、黄色ブドウ球菌の生菌を感染させる実
験を行った。その結果、O-157の熱処理菌体を前投与したカイコは、生理食塩
水を前投与したカイコと同様に黄色ブドウ球菌によって感染死した(Fig. 2)。し
たがって、O-157熱処理菌体の投与は黄色ブドウ球菌感染に対する抵抗性をカ
イコに獲得させないと私は判断した。この結果は、カイコにおいて特異的な免
疫効果をもたらす機構がある事を示唆している。 
　 次に私はO-157熱処理菌体の他にカイコに対して免疫効果をもたらす死菌体
が存在する否かを知る目的で、大腸菌実験室株、セラチア菌、または黄色ブド
ウ球菌の熱処理菌体の免疫効果を検討した。その結果、大腸菌実験室株および
セラチア菌の熱処理菌体はO-157熱処理菌体と同様にカイコに対してO-157感染
抵抗性を導いた(Fig. 1)。一方で黄色ブドウ球菌の熱処理菌体はカイコに対して
O-157感染抵抗性を導かなかった(Fig. 1)。以上の結果は、カイコに対して免疫
効果をもたらす菌体には特異性がある事を示唆している。私はグラム陰性菌で
ある大腸菌およびセラチア菌の熱処理菌体が免疫効果を有する一方、グラム陽
性菌の熱処理菌体は免疫効果を示さなかった事から、カイコに免疫効果をもた
らす物質はグラム陰性菌において選択的に存在する菌体成分であると考えた。 
3. カイコにおける免疫の持続性 
動物における免疫では、その持続性が動物の生死を分ける重要な性質である。
私はこれまでに見出したO-157熱処理菌体による免疫効果が、カイコにおいて
持続的な効果を持つか否か検討した。私はカイコにO-157の熱処理菌体または
生理食塩水を投与してから長期間飼育後に、O-157の生菌感染実験を行った。
その結果、カイコは熱処理菌体の投与後4日経過した時点(5齢6日目)においても
O-157に対する感染抵抗性を有している事が分かった(Table 1)。O-157熱処理菌
体の投与から3日後におけるO-157感染のLD50値は6.3x107CFU/larvaであり、生理
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食塩水を前投与した群では5.0x105CFU/larvaであった。さらに、O-157の熱処理
菌体による免疫効果は、カイコが変態を経て蛹になった後においても見出され
た(Fig. 3A-C)。以上の結果は、O-157熱処理菌体によるカイコへの免疫効果が持
続的に働き、変態をまたいでカイコの体内に記憶されることを示唆している。 
4. カイコにおける免疫の誘導分子同定 
細胞壁に存在するリポ多糖(Lipopolysaccharide; LPS)は、グラム陰性菌に特有の
細胞成分である。そこで、私はO-157熱処理菌体のカイコに対する免疫効果が
LPSによって説明されるか否かを検討した。カイコにO-157由来のLPSを前投与
するとカイコはO-157に対する感染抵抗性を獲得し、その効果は用量依存的
だった(Fig. 4)。しかしながら、一般に用いられているLPSサンプル（hot-phenol
法で調製したもの）には微量のペプチドグリカンが混入していることが知られ
ている。そこで私は、上記に見出されたLPS画分の活性が、混入しているペプ
チドグリカンによる可能性を検討するため、ペプチドグリカンの分解酵素であ
るムタノライシンで処理したLPS画分をカイコに注射し、O-157に対する感染抵
抗性を検討した。その結果、ムタノライシンで処理したLPS画分はカイコに対
する免疫活性を著しく低下させていた(Fig. 4)。この結果は、LPS画分で見出さ
れた免疫活性が、混入しているペプチドグリカンによって説明されることを示
唆している。実際、大腸菌由来のペプチドグリカンによって免疫されたカイコ
はO-157に対する感染抵抗性を獲得した一方で、黄色ブドウ球菌由来のペプチ
ドグリカンによって免疫されたカイコはO-157に対する感染抵抗性を示さな
かった(Fig. 4)。以上の結果から、カイコはペプチドグリカンの認識を介して、
グラム陰性菌に対する感染抵抗性を獲得する能力を有していると判断した。 
5. O-157熱処理菌体によるカイコ体液性免疫応答 
私は次に、O-157熱処理菌体がカイコに対して免疫効果をもたらすメカニズムの
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研究に着手した。私は、O-157熱処理菌体によってO-157に対する感染抵抗性を
獲得したカイコの体内では、O-157生菌の排除が亢進していると考えた。この
仮説について検討する目的で、O-157熱処理菌体で免疫したカイコ又は生理食
塩水を投与したカイコに対してO-157の生菌を注射し、それらのカイコから経
時的に体液を回収して体液中の生菌数を測定した。その結果、生理食塩水を投
与したカイコの体内ではO-157が増殖していたのに対して、O-157熱処理菌体で
免疫したカイコの体内ではO-157の生菌数が素早く減少した(Fig. 5A)。この結果
は、O-157熱処理菌体によって免疫されたカイコの体内では、O-157生菌の排除
が亢進しているということを示唆する。 
　私は、ここで見出したO-157生菌の排除効果をもたらすメカニズムとして、カ
イコの体液性免疫因子に着目した。カイコでは、大腸菌の菌体成分によって誘
導される抗菌ペプチドが存在し、その抗菌ペプチドは大腸菌に対する抗菌活性
を有する事が知られている(Yamakawa M. et al.)。私はO-157熱処理菌体または生
理食塩水を前投与したカイコから体液を回収し、遠心によって細胞や組織片を
除いた上清中のO-157抗菌活性を微小希釈法(microdilution method)によって定量
的に測定した。その結果、O-157熱処理菌体の投与によって、カイコの体液中
にO-157の増殖を阻害する物質が産生されていることが分かった(Fig. 5B)。一
方、生理食塩水を投与したカイコの体液中にはそのような活性は見出されな
かった(Fig. 5B)。本研究において私は、カイコの体液性因子がO-157熱処理菌体
による免疫現象において重要な役割を果たしていると考えた。 
　次に私は、上で見られたカイコ体液中へのO-157抗菌活性誘導のタイムコース
を検討した。その結果、O-157熱処理菌体の投与後4～6時間の時点でカイコ体
液中にO-157抗菌活性が現れ、その後12時間の時点で活性の強さは極大に達
し、それ以降は活性が減弱し、O-157熱処理菌体の投与後４８時間以内に体液
中のO-157抗菌活性は消失する事が分かった(Fig. 5B)。私は、ここで誘導された
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抗菌活性の実体を知る目的で、この抗菌活性を指標にして抗菌活性物質の精製
を試みた。陽イオン交換カラムであるCM-TOYOPEARLカラム (Tosoh)、および
ゲル濾過FPLCカラムであるSuperose 12 カラム (GE Healthcare)を用いて精製を試
みた(Fig. 6A-B)ところ、比活性が9230倍に上昇し、活性の回収率は1100％とな
る画分が得られた(Table 2)。この画分をSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
に供したところ、4kDa付近の単一バンドが見られた(Fig. 6C)。この結果から私
はO-157の熱処理菌体によって誘導される抗菌活性物質の精製が完了したと判
断した。また、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動において単一バンドを呈
したバンドを切り出してPeptide mas fingerprinting 解析に供したところ、カイコ
に存在する抗菌ペプチドであるCecropin(4.3kDa)の理論断片と質量が一致する断
片が検出された。また、上記の電気泳動におけるタンパク質のバンドは、抗
cecropin抗体によって検出された。以上の結果から、O-157の熱処理菌体によっ
て誘導される抗菌活性物質の主要な物質はCecropinであると考えられる。 
6. カイコ適応免疫におけるprimed immune response 
私は、カイコの体液性因子が持続的な感染抵抗性の獲得に寄与する分子である
ならば、免疫によって体液性因子誘導の応答性が高まっているはずだと考え
た。この仮説について検討するため、私は以下においてO-157の熱処理菌体を
複数回注射する実験を行った。私はO-157熱処理菌体または生理食塩水を前投
与してから48時間経過したカイコに対し、再度O-157の熱処理菌体を投与し、
体液遠心上清中の抗菌活性を経時的に測定した。その結果、生理食塩水を前投
与したカイコと比べて、O-157熱処理菌体を前投与したカイコにおける抗菌活
性の誘導は著しく増強されることが見出された（Fig.7）。この結果は、カイコ
の体液性因子の誘導にあずかる免疫経路は菌体成分の侵入を記憶し、二度目に
は体液性免疫応答を増強させることを示している。 
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考察 
本研究において私は、カイコ(Bombyx mori)の免疫系がグラム陰性菌の菌体成分
であるペプチドグリカンに応答し、カイコ殺傷性の細菌である腸管出血性大腸
菌O-157感染に対する持続的な感染抵抗性を獲得する事を明らかにした。これ
までにKurtz et al.は、copepodを用いて特異的な外来微生物認識が無脊椎動物に
存在する事を提唱している(Kurtz et al., 2003)。また、導入で述べたようにPham 
らはDrosopholaで(Pham et al., 2007)、SaddらはBombus terrestrisで(Sadd et al., 
2006)で特異的な病原体認識が昆虫に存在することを示している。私は本研究に
おいてカイコ感染症モデルを用い、昆虫における感染抵抗性の獲得をLD50に
よって定量的に評価した。その結果カイコでは、上記の報告と比較して、LD50
値が数千倍に上昇する明瞭な感染抵抗性獲得のメカニズムが存在することが明
らかになった。なぜカイコにおいてたのモデル動物に比べて明瞭な効果が観察
されたかの説明としては、カイコが無菌的に飼育されていることが理由として
あげられるかもしれない。すなわち、常に無菌環境で飼育されているカイコ
は、菌体の侵入にたいしてより鋭敏に反応するという説明が考えられるが、こ
の点については今後の研究課題として残されている。 
　 また、私はカイコにおける免疫の効果が極めて長期間にわたり持続する事を
見出した。特に、幼虫から変態をまたいで蛹へと変態した後もO-157に対する
感染抵抗性は高く維持されていた。通常、蛹化に伴って殆どの幼虫組織は分
解、消化されることが知られているが、私の結果は、免疫記憶を担うコンパー
トメントが蛹化時に分解されずに保持されている事を示している。そのような
組織・細胞群の同定が今後重要な課題である。 
　 さらに、私が見出したカイコに対する免疫効果は、少なくともグラム陰性細
菌とグラム陽性細菌を区別する選択性を示した。すなわち、O-157の熱処理菌
体による免疫では黄色ブドウ球菌の生菌による感染死を免れることはできな
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い。昆虫はグラム陰性菌またはグラム陽性菌の菌体成分を特異的に識別する受
容体を有する事が知られており、ショウジョウバエではそれぞれimdまたはtoll
という遺伝子にコードされている。私は同様のメカニズムがカイコにも存在
し、O-157の菌体成分を認識していると考えている。 
　 私はO-157の熱処理菌体によるカイコに対する免疫効果を説明する分子とし
てペプチドグリカンを同定した。ペプチドグリカンは主にグラム陰性細菌に存
在するタイプ（DAP型）と主にグラム陽性細菌に存在する（Lys型）で化学構造
が異なることから、この化学構造の違いによってカイコの応答性の違いがもた
らされていると考えることができる。 
　 さらに私は、カイコの液性免疫経路がO-157の菌体成分に暴露された事を記
憶し、菌体成分への応答性を高めることを見出した。私はこれをカイコの体液
性免疫応答におけるprimed immune respoinseと名付けた。この効果は動物の感染
防御において合理的な性質であると考えられる。Haineらも昆虫の抗菌ペプチド
は初回感染ではなく、二度目以降の感染に備えるための機構であると推察して
おり(Haine et al., 2008)、私の仮説を支持している。カイコでは大腸菌の細胞壁
成分によって産生誘導される抗菌ペプチドのmoricin (Hara et al. 1995; Furukawa 
et al., 1999)またはcecropin (Morishima et al., 1995)が知られている。今回、カイコ
の体液中に存在する抗菌ペプチドとしてcecropinが同定されたが、cecropinは大
腸菌にたいして抗菌活性を示す一方で黄色ブドウ球菌には抗菌活性を示さず
（data not shown)、グラム陰性細菌に対する防御応答を担う免疫因子であるとか
んがえられる。また、カイコにおいて大腸菌の菌体成分に応答する免疫経路は
体液性経路に加えて、細胞性経路が知られている。細胞性免疫の経路が本研究
におけるカイコの免疫現象に寄与するか否かは、現段階では不明のままであ
り、今後の検討が待たれる。 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図表
 
Table 1. O-157熱処理菌体による免疫効果の定量的評価 
O-157 熱処理菌体を注射したカイコのO-157 感染抵抗性をLD50 値によって定量的に評
価した。O-157 の熱処理菌体（approx. 106 cells） または生理食塩水を予め注射したカ
イコに対してO-157 の生菌を感染させた。表中の値は、免熱処理菌体を注射してから6, 
24, 56 時間後にO-157 感染実験を行い、その生存曲線から推定したLD50値。 
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Table 2. O-157の熱処理菌体によってカイコ体液遠心上清中に誘導されるO-157
抗菌活性物質のPurification Table 
最終精製画分の比活性はおよそ9000 倍に上昇していた。最終精製画分のO-157 に対 
する最小阻止濃度(MIC) は0.47µg/mL だった。 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Fig. 1　カイコにおける適応免疫 
A. O-157 感染に対する熱処理菌体の免疫効果を、用量作用曲線で示した。腸管出血性
大腸菌O-157(●)、大腸菌実験室株3110(■)、セラチア菌(▲) または黄色ブドウ球菌
（△） の熱処理菌体を注射したカイコに対し、O-157 の生菌を血液内感染させた。
縦軸はO-157 感染後のカイコ生存率を表す。横軸は免疫に用いた菌体懸濁液の濃度
を表し、各菌体懸濁液を25µL/larva の用量で注射した。 
B. O-157 の血液内感染によるカイコの感染死は、O-157 の熱処理菌体を予め投与して
おくことにより回避される。写真左は生理食塩水を注射後にO-157 を感染させたカ
イコ。O-157 の血液内感染によって、メラニン化による黒変を伴うカイコの感染死
が観察される。写真右はO-157 の熱処理菌体を注射後にO-157 を感染させたカイ
コ。カイコはO-157 の血液内感染に対して抵抗性を獲得し、O-157 の生菌を感染さ
せてから48 時間以上経過しても全てのカイコが生存していた。
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Fig. 2 カイコにおける適応免疫の特異性 
黄色ブドウ球菌感染に対するO-157 熱処理菌体の効果。O-157 熱処理菌体で免疫したカ
イコに対して、O-157(●)または黄色ブドウ球菌(△) の生菌を感染させた。縦軸は感染後
のカイコ生存率を表す。横軸は免疫に用いた死菌の希釈率を表す。O-157 感染に対する
免疫効果が見られる一方で、黄色ブドウ球菌感染に対しては免疫効果が見られない。 
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Fig. 3　カイコ適応免疫の持続性 
A. O-157 熱処理菌体による持続的な免疫効果。縦軸はO-157 感染実験におけるカイコ
生存率を表す。横軸は熱処理菌体を注射してからの経過時間を表す。240 hours の点は
カイコが蛹に変態した後の感染実験における生存率であり、O-157 の熱処理菌体によ
る免疫効果は蛹まで持続することを示している。 
B. 蛹感染実験における生存曲線。幼虫期にO-157 の熱処理菌体または生理食塩水を注
射したカイコの蛹に対して、O-157 の生菌を感染させた。縦軸はO-157 の生菌を感染さ
せたカイコ蛹の生存率を表す。横軸は蛹にO-157 を感染させてからの経過時間を表す。
いずれの免疫用量においても、生理食塩水を前投与した群に対してO-157 感染後の生
存時間が延長していた。統計学的検定にはlog-rank 検定を用いた。 
C. O-157 によるカイコ蛹の感染死と、O-157 熱処理菌体による免疫効果。カイコ蛹
も、幼虫と同様にO-157 の生菌によって感染死する。蛹は感染死に伴い、メラニン化
による黒変が観察される。幼虫期にO-157 熱処理菌体を投与すると、O-157 による蛹の
感染死が抑圧される。 
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Fig. 4 リポ多糖(LPS)による免疫効果 
(A)カイコにO-157由来LPSまたはムタノライシン処理をしたO-157由来LPS画分を
注射してから8時間後にO-157生菌による感染実験をした際の生存率を示す。横
軸はあらかじめ注射したLPSサンプルの用量を示す。(B) 大腸菌または黄色ブド
ウ球菌由来のペプチドグリカンをカイコにあらかじめ注射し、その後O-157に
よる感染実験を行った。縦軸は感染実験におけるカイコの生存率、横軸は免疫
に用いたペプチドグリカンの用量を対数スケールで示した。 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Fig. 5 カイコにおけるO-157熱処理菌体に対する免疫応答 
A. カイコ体内におけるO-157 の殺菌効果(in vivo)。O-157 の熱処理菌体(●) または生理
食塩水(◯) を予め注射したカイコに対してO-157 の生菌を注射し、その後経時的に体液
を回収して生菌数を測定した。縦軸はカイコ体液中の生菌数を表す。横軸はO-157 生菌
注射からの経過時間を表す。 
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B. O-157 熱処理菌体によるカイコ体液中への抗菌活性の誘導。縦軸は体液中の抗菌活
性を表す( 体液100µL のスケールにおいて、O-157 に対する抗菌活性の力価1/n を
n[units] と定義した)。横軸は免疫後の経過時間を表す。 
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Figure 6 
$  
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Fig. 6 O-157熱処理菌体によって誘導される抗菌活性物質の精製 
A. Carboxymethyl(CM, cation exchange) column chromatography による抗菌活性物質の精
製。カイコ体液サンプルをCM カラムに中性pH で吸着させ、高塩濃度で溶出させた。
図中21-29 番の画分を活性画分とし、凍結乾燥して次の精製段階に供した。 
B. Gel Filtration による抗菌活性物質の精製。CM column chromatography における活性
画分を凍結乾燥し再溶解したサンプルをGel Filtration FPLC 用カラムで分画した。図中
30 番の画分を最終精製画分とした。 
C.Gel Filtraion 画分の電気泳動像。15% SDS polyacrylamide gel electrophoresis を行い、
電気泳動後のゲルをcoomasie brilliant blue で染色した。活性画分は4kDa 付近に単一の
バンドを示し、このバンドの挙動は活性の挙動と一致していた。 
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Figure 7 
$  
Fig. 7 カイコ適応免疫におけるprimed immune response 
カイコにO-157 熱処理菌体(●) または生理食塩水(○) を注射してから50 時間後に、再び
それらのカイコにO-157 の熱処理菌体を注射した。縦軸はカイコ体液中のO-157 に対す
る抗菌活性を表す。横軸は2 回目にO-157 の熱処理菌体を注射してから経過時間を表
す。図中の20unit/mL という活性の強さは、サンプルを２倍に希釈してもO-157 の増殖
を抑制する活性を有することを示す。 
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小括
本研究により、O-157熱処理菌体の前投与はカイコのO-157感染に対する抵抗性
を著しく上昇させることが明らかになった。さらに、O-157熱処理菌体の免疫
効果はO-157の細胞壁構成成分であるLPSによって説明されることが明らかと
なった。以上の結果は、カイコにおいてグラム陰性細菌細胞表層のLPSに応答
する適応免疫機構が存在することを示唆している。 
　 また本研究において私は、カイコの適応免疫が特異性と持続性を有するこ
と、ならびに免疫原の再曝露時に反応を早めるブースト効果を持つ事を見出し
た。これらの適応免疫の特徴は脊椎動物ににおいてB細胞およびT細胞によって
担われる適応免疫と共通している。現在のところ適応免疫機能を担う無脊椎動
物の細胞が何であるのかは不明であり、カイコにおける適応免疫を担う機構の
解明が今後の重要な課題である。 
　 ここで見出した免疫の活性化（感染抵抗性の獲得）が、自然環境下において
生存に有利に働くかどうかは、実際の自然環境下やそれを模擬した実験室環境
での検討が必要である。特に、免疫の活性化は多くのエネルギーを要する事か
ら、他の重要な生物機能を阻害することが想定される。実際、上記のカイコ免
疫実験においては、免疫されたカイコにおける摂食量の低下や成長抑制が観察
される(data not shown)。この観点からは、免疫の活性化が他の生物機能（行動
やストレス応答など）を抑制する可能性に着目し、免疫系と他の生物機能のバ
ランスを調節しているシステムの解明が重要である。そこで私は次章に述べる
ように、コオロギをモデル動物として、特に求愛行動について、行動を観察・
記録・解析する実験系を構築することを目標にして研究を進めることにした。 
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第三章　フタホシコオロギの鳴き声における周
波数と体サイズの関係
導入
音声による情報伝達は、動物のコミュニケーションにおいて重要な手段のひと
つである。音声による個体間コミュニケーションは、ヒト、ネズミ、コウモ
リ、イルカ、トリといった脊椎動物から、セミ・キリギリス・コオロギ・ハ
エ・カといった無脊椎動物まで、広く知られている。音（空気の振動）を感知
するための聴覚器官は、脊椎動物では鼓膜と蝸牛管およびそれに繋がる神経系
によって成り立っている(Katsuki, 1965)。無脊椎動物の聴覚器官は、脊椎動物の
それと進化的には起源を異にするが、機能的には驚くほど類似している
(Katsuki, 1965)。すなわち脊椎動物ならびに無脊椎動物はいずれも、聴覚器官を
用いて空気の振動を感じ取り、それを中枢神経系へと伝達する複雑なシステム
を有している。 
　 脊椎動物の聴覚系において、蝸牛管は個体が発する声に含まれる様々な高さ
（空気の振動の周波数に対応する）の音を弁別する(Robles and Ruggero, 2001)。
一方で、無脊椎動物の聴覚系が音の高低を聞き分けることができるか否かは長
年議論されてきたが、そのエビデンスは乏しかった。近年キリギリス
（Rainforest katidids）の聴覚器官が音の高低を聞き分ける能力を持っているこ
とが示された(Montealegre et al., 2012)。このことは、無脊椎動物の声において
も、脊椎動物の声と同様に、音の高さが生物学的な意味を持ちうることを示し
ている。 
　 動物の声の高さが持つ生物学的な意味については諸説ある。ヒトを含む霊長
類では声の高さに性的二型が存在し、声の高さ自体が性別の情報を持っている
と考えられる(Rendall et al., 2005)。鳥やほ乳類は、空気の振動を気道に反響さ
せて声を発する。マカクザル(Fitch, 1997)やヒヒ(Pfefferle and Fischer, 2006)で
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は、声の高さが体サイズと相関するという知見が得られている。これらは、声
の高さを規定する声道のサイズが、体サイズと相関しているためであると考え
られている(Fitch, 1997)。ヒトでも、その相関は弱いながらも、体サイズと声の
高さの相関が見出されている(Rendall et al., 2005)。一方でSongbird (fairy-wren, 
Malurus coronatus coronatus)においては、音域の下限は体サイズとの関連が示唆
されているものの、鳴き声の平均の高さは体サイズと相関しないことが見出さ
れている(Hall et al., 2013)。また二種のスズメ(Junco hyemalis and Serinus serinus)
においても同様に、体サイズと鳴き声の高さに相関は見出されていない
(Cardoso et al., 2008)。従って、霊長類では声の高さが体サイズに関する情報を
伝達し得るものの、鳥類およびそれより下等な動物においてもそのセオリーが
当てはまるかどうかはcontroversialなままである。 
　 さらに、無脊椎動物において声の高さが個体の体サイズを伝達し得るかはよ
く解っていない。無脊椎動物の発声は脊椎動物のそれとは異なるメカニズムで
行われる。無脊椎動物である昆虫の中でもコオロギは、翅をこすりあわせるこ
とによって得られる振動を空気に伝えて音を発している(Bennet-Clark, 1998)。昆
虫の翅の構造は種ごとに異なり、発せられる鳴き声には種ごとに特徴的な周波
数成分が含まれることが知られている(Bennet-Clark, 1998)。昆虫の鳴き声の高
さが(脊椎動物で観察されたように)体サイズを反映して変化するか否かについ
て、Acheta domesticus のBody massとcalling song (Gray, 1997), Gryllus firmus の
femur length とcalling song(Webb and Roff, 1992) , Gryllus campestris のpronotum 
sizeとcalling song(Simmons, 1995),　およびGryllus bimaculatusのpronotum size と
calling song(Ferreira and Ferguson, 2002)との相関が検討されたが、いずれも否定
的な結果であった。私は今回、Gryllus bimaculatusが発する鳴き声について、体
サイズと鳴き声の高さとの相関について更なる検討を行った。G r y l l u s 
bimaculatusの鳴き声（オスが発する）には、遠くに位置するメスを誘引する
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calling songに加えて、至近距離に接近したメスの交尾を誘うcourtship songがあ
る。Courtship songは15~20kHzを超える高音成分を含み、録音には高いサンプリ
ングレート(>40kHz)を必要とする。私はcalling songに加えて、これまで体サイ
ズとの相関について検討例の無いcourtship songについても、鳴き声の高さが体
サイズを反映して変化するか否かについて検討した。 
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材料と方法
コオロギ 
実験に用いたフタホシコオロギ（Gryllus bimaculatus）は月夜野ファーム 
(Gumma, Japan)から購入した。飼育はプラスチックケージを用いて27ºCでおこ
ない、コオロギフード(Tsukiyono Farm, Gumma, Japan)を与えた、水はペーパー
タオルに水道水をしみ込ませて与えた。 
録音・解析機器 
録音にはタブレットPC端末(NEXUS 7, ASUSTEC)を用い、解析には統計解析言語であ
るR(ver. 2.15.3)を用いた。解析に用いた計算機はMacbook pro (2.5 GHz Intel Core i5, 8GB 
memory, OS X ver. 10.9)である。解析においては、Rに組み込みのパッケージの他、音
声解析の目的で”seewave”パッケージ(Sueur et al., 2008)を用いた。 
録音および体重測定 
フタホシコオロギのメス5頭およびオス1頭（いずれも羽化後7-14days経過した
個体）をひとつのケージ（oo cm x oo cm, height= oo cm）に入れ、オスが発した
鳴き声を録音(48,000kHz, 16 bit, wav file)した。録音した音声から、各個体につ
いて3秒間のcalling songおよびcourtship songを切り取った。音声ファイルの編集
にはaudacity (free software)を用いた。また、録音の直前に、電子天秤(Mettler 
Toledo AB54-S)を用いてコオロギ各個体の体重を測定した。 
主要周波数の分布 
Calling songおよびcourtship songそれぞれ2 secの録音データを10 msecごとに分割
し、10 msecにおける主要周波数(dominant frequency, 最も強度の高い周波数)を
求めた。Dominant frequency の算出にはR package “Seewave”のdfreq関数を用い
た(amplitude threshold = 10%)。56個体(calling)または58個体(courtship)の結果を全
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てプールし、主要周波数の分布をヒストグラムで描いた。ヒストグラムの作成
にはRに組み込まれたhist関数を用いた。得られたdominant frequency のデータか
ら、Rのdensity関数を用いて密度分布曲線を求め、ヒストグラムに重ねて描い
た。 
各帯域のmean dominant frequencyと体サイズとの相関 
2 secのcalling song およびcourtship songの各帯域におけるdominant frequency (最
も強度の高い周波数)を、10 msec ごとにR package “Seewave”のdfreq関数を用い
て計算した(amplitude threshold = 10%)。このとき、bandpass filterの上限と下限
（callingについては4~9kHz、courtshipについては0.5~4, 4~10, 12~18, または
18~24kHz）を設定することにより、各帯域のdomiinant frequencyを求めた。2sec 
のデータから求められた各帯域のdominant frequency (200 calculations for 10-msec 
intervals)の平均値を、各帯域のmean dominant frequencyとした。各個体（n=56 
for calling, n=58 for courtship）の主要周波数と体重との関係をプロットした。 
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結果
Calling song と体サイズの相関 
56個体のコオロギが発したcalling song（鳴き声の波形とスペクトログラムの代
表例は図１に示す）（2sec/個体）の主要周波数を集積したところ、5.7kHzに
ピークを持つ分布を示した(図2)。さらに、そのピーク付近の音の高が個体の体
サイズによって変動するかを知る目的で、各個体の2秒間のcalling songにおける
平均主要周波数を算出し、体重との関係をプロットした(図３)。その結果、コ
オロギ各個体の体重と、callings songの5.7Hz近傍(4-9 kHz)帯域の平均主要周波
数との間には相関が見出されず(p=0.572, n=50)、各個体の平均主要周波数は体
重によらず一定の値を示していた（図３）。以上の結果は、フタホシコオロギ
のcalling songの高さは体サイズによる影響を受けないことを示唆している。 
Courtship song と体サイズの相関 
58個体のコオロギが発したcourtship song（鳴き声の波形とスペクトログラムの
代表例は図4に示す）（2 sec/個体）の主要周波数を集積したところ、5.7, 14.3 
kHzにピークを持つ分布を示した（図５）。さらに、それら2つのピーク付近の
帯域において、音の高さが各個体の体サイズによって変動するかを知る目的
で、各個体の2秒間のcourtship songにおける平均主要周波数を2つの帯域につい
て算出し、体重との関係をプロットした(図6)。その結果、コオロギ各個体の体
重と、courtship songの4つの帯域における平均主要周波数との間には相関が見出
されず(p=0.241 and 0.0422 respectively; n=53, 有意水準はBonferroniによる補正を
適用)、各個体の平均主要周波数は体重によらず一定の値を示していた（図
６）。以上の結果は、フタホシコオロギのcourtship songの高さは体サイズによ
る影響を受けないことを示唆している。 
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体サイズと翅のミラー部のサイズとの相関 
鳴き声の高さが体サイズによる影響を受けない理由として考えられるものひと
つは、発声器官の大きさが体サイズとの比例関係に無いという可能性である。
私はこの可能性について検討するために、コオロギの翅のミラー部に着目し
た。翅のハープおよびミラー部は、翅の振動と強く共振して空気の振動すなわ
ち音を産み出すと考えられている{Webb, 1992 #81}。体サイズと、コオロギの鳴
き声を産み出す翅のハープおよびミラー部のサイズとの間には正の相関関係
（ハープ部：p=2.27E-06(n=29)、ミラー部：p = 7.81E-04, (n = 28) ）が見出され
た（図7）。この結果は、フタホシコオロギの翅のハープおよびミラー部の大
きさは体サイズに比例することを示唆している。 
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考察
体サイズの変化に対するコオロギの鳴き声の高さの頑健性 
本研究において、コオロギの二つの鳴き声（calling songとcourtship song）の高
さは、体サイズによる影響を受けず一定に保たれていることが明らかとなっ
た。フタホシコオロギの近縁種であるGryllus pennsylvanicusを用いた最近の検討
でも我々の結果と同様に、G. pennsylvanicusのcalling songの高さ(carrier frequency)
に対する体サイズの効果は有意(p=0.004)であるが極めて小さく（coefficient=-0.004, 
すなわち 1000 mgの体重変化にたいして 4 Hz (0.004 kHz) の差異をもたらす効
果）、courtship songにおいては体サイズによる有意な効果は見出されていない
(Harrison et al., 2013)。また、本研究は鳴き声の音源となっているハープおよび
ミラー部のサイズが体サイズと相関していることを見出し、ハープおよびミ
ラー部のサイズが変化しても、G. bimaculatusのcalling songおよびcourtship song
の高さは一定に保たれることを示した。 
鳴き声の高さに対する体サイズ効果について、哺乳動物との比較 
コオロギや鳥類とは対照的に、ヒヒやマカクでは声道のサイズが体サイズと比
例することによって、声の高さが体サイズと相関すると考えられている(Fitch, 
1997; Pfefferle and Fischer, 2006)。その場合、声帯の振動によって産み出された
空気の振動は声道で共鳴し、共鳴によって増幅された空気の振動が最終的な声
となって発せられることになる。一方コオロギにおいても同様に、翅の振動に
よって空気の振動が産み出された後、どこかしらでの共鳴を経て最終的な鳴き
声が生成されると考えられる。おそらくその過程で、calling songおよびcourtship 
songの高さを一定に保つような機構が働いていると推察される。コオロギの鳴
き声の高さがいかなる物理的メカニズムによって規定されるかは今後の検討課
題である。 
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コオロギの声の高さが一定に保たれることの生物学的意味 
コオロギのメスの耳はオスの鳴き声に最も強く含まれる音に対して最も効率よ
く応答するようにできている(Katsuki and Suga, 1960)。メスの求愛行動はスピー
カーから再生したcourtship songによって誘導できるが、再生する音の周波数を
変えるとメスの求愛行動が誘導されなくなることが知られている(Libersat et al., 
1994)。したがってコオロギの鳴き声の高さが一定に保たれていることは、聞き
手であるメスを効率よく引き寄せる上で有効であると推定される。この場合、
集団の平均から外れた音を発するオス個体はメスとの求愛において不利である
ことが予想される。これらの点について今後の検討が必要である。いくつかの
研究においてオスの体サイズがメスの好みに関与することが知られている
(Bateman et al., 2001; Simmons, 1986; Simmons, 1995)。一方で今回の結果(コオロ
ギの鳴き声の高さはcourtship song においても体サイズにより変わらないことを
示した)は、体サイズの情報は鳴き声の各成分の高さ以外のパターンとしてコー
ドされていることを示唆している。コオロギのメスの好みに関わる情報が、オ
スの鳴き声における高さ以外のパターンにコードされているか、あるいはフェ
ロモンや視覚情報などの鳴き声以外のコミュニケーション手段により伝達され
るか、今後の検討が必要である。 
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図表
 
図１ 
フタホシコオロギのCalling Songのスペクトログラム。横軸は時刻、縦軸は周波数を
示す。色は右に示したスケールでの強度を表している。図の下部には録音された鳴き
声の波形（オシログラム）を示している。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 
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図2 
複数のフタホシコオロギ個体から得られたスペクトログラム（Calling song)から求め
た、鳴き声の周波数分布 (n= 50)。Calling songの周波数分布は、5.7kHzにピーク周
波数を示す。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 
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図３ 
フタホシコオロギの各個体から録音されたcalling songのピーク周波数(kHz)と体サイ
ズ（質量,単位はmg)との関係。縦軸にピーク周波数、横軸に体重を示す。体サイズと
ピーク周波数との間に有意な相関は見出されない。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 
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図４ 
フタホシコオロギのCourtship Songのスペクトログラム。横軸は時刻、縦軸は周波数
を示す。色は右に示したスケールでの強度を表している。図の下部には録音された鳴
き声の波形（オシログラム）を示している。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 
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図５ 
複数のフタホシコオロギ個体から得られたスペクトログラム（Courtship song)から求
めた、鳴き声の周波数分布 (n= 53)。Courtship songの周波数分布は、5.8kHzおよび
14.7kHzにピーク周波数を示す。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 
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図６ 
フタホシコオロギの各個体から録音されたcourtship songのピーク周波数(kHz)と体サ
イズ（質量,単位はmg)との関係。縦軸にピーク周波数、横軸に体重を示す。体サイズ
と、courtship songの二つのピーク周波数との間に有意な相関は見出されない。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 
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図７ 
(A)コオロギの翅（前翅）の写真。赤色で示 した部分がHarp、青色で示した部分が
Mirror領域である。(B)MirrorおよびHarpの面積と、各個体の体サイズとの関係。
MirrorおよびHarp領域はいずれも体サイズと正の相関を示す。 
※Miyashita et al., (2016) PLOS ONE に掲載の図を改変して使用 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本研究において私は、腸管出血性大腸菌O-157とカイコを用いた感染症モデル
を構築して研究に着手した。その中で、O-157によるカイコの（並びにマウス
の）殺傷にはO-157のLPSに存在するO抗原が必須の役割を果たすことを見出し
た。さらに、O-157によるカイコの感染死は、O-157の熱処理菌体をあらかじめ
カイコに注射しておくことにより、完全に抑圧されることを見出した。その
時、カイコの体内では、脂肪体からの抗菌ペプチドの産生が増強されているこ
とを示した。このような機能は、常に一定の活性化・沈静化応答を示すと思わ
れている自然免疫系の新たな一側面を示唆するものであり、先行研究にならっ
てカイコに置けるprimed immune responsesと呼ぶことにした。一方で、哺乳動
物を含む脊椎動物には、外来抗原に対して特異的に結合する抗体分子を産生す
る細胞を記憶細胞として保持し、２回目の以降の感染に備える獲得免疫
(Acquired Immunity)の機能が備わっている。上記のPrimed immune responsesは、
一見すると脊椎動物の獲得免疫と類似する機能（持続性・選択性・体液性免疫
応答の増強）を有しているが、脊椎動物に存在する抗体分子をコードする遺伝
子は見つかっておらず、さらに脊椎動物の獲得免疫において重要な機能を担っ
ているBリンパ球やTリンパ球のような免疫担当細胞やそれらの相同因子も見つ
かっていない。したがって、現時点においてはカイコのprimed immune responses
を脊椎動物の「獲得免疫」と同一視するのは問題がある。むしろ上記の研究
は、近年脊椎動物でも明らかになりつつある「自然免疫が個体の免疫学的文脈
（菌体への曝露経験など）に合わせて応答を変化させる」という機能の無脊椎
動物における保存性を見たものだと捉える方が、現時点では適切であろうと思
われる。ただし、このことは、無脊椎動物に病原体や病原体由来分子を特異的
に認識してその記憶を保持するシステムが存在するという考えを否定するもの
ではない。特に近年では、無脊椎動物に存在するDown syndrome cell adhesion 
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molecule (Dscam)が数万種類以上のアイソフォームを有し、それぞれ膜貫通タン
パク質として細胞表面で異なる分子に対する親和性を示すと考えられている
(Hattori et al., Nature (2007) 449, 223-227)。Dscamはマウスで神経回路の形成にお
ける機能が示唆されている(Amano et al., J Neurosci (2009) 29(9): 2984-2996)が、
同分子をノックアウトするとマウスでは胎性致死となることから、成体におけ
る免疫系への寄与は検討できていない。しかし現在多くの研究者が無脊椎動物
におけるDscamの機能に着目し、神経回路形成や免疫系における機能に着目し
て研究をおこなっている。 
　 また本研究の後半ではコオロギの行動観察を行う実験系の構築を目的として
研究を行った。その理由は、免疫系は個体が置かれた様々な環境・文脈に合わ
せてその機能を調節すると考える蓋然性があり、その機能について研究を展開
するためには行動観察を行うための実験系を構築することが必須の課題だから
である。個体や生物集団が置かれた環境や文脈と免疫系の機能的な連関に関す
る研究領域は近年Eco-immunologyと呼ばれ注目を集めている。私は今後、本研
究で構築した免疫学実験・行動学実験のシステムを発展・拡張させながら、生
物が変わりゆく環境の中でいかにして病原体（非自己）と向き合い、同時に種
（アイデンティティ＝自己）の保存を図っているのかということを大きな課題
として取り組んでいきたいと考えている。生物学は多様性の学問という見方が
ある一方で、ひとつの生物種の中では多様性が常に一定の範囲内に収まるよう
な調節が存在する。多様性を高めればそれだけ多様な環境下での生存可能性が
高まるけれども、多様性は遺伝子セットの制約の中でしか実現できないし、多
様性が高まりすぎると種としてのアイデンティティが失われてしまう。このよ
うな多様性と相反する性質は斉一性と呼ばれるが、斉一性を担保するプロセス
の一つに性淘汰（求愛行動）がある。求愛行動においては一般に、集団の平均
からより外れた個体が好まれやすいという結果をもたらす尺度と、逆に集団の
平均に近い個体が好まれやすいという結果をもたらす尺度の両者が混在し、微
妙なバランスを保ちながら配偶者選別の原理として機能している。そのような
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仕組みは、多様性と斉一性とのバランスを巧妙に保ちながら生存を続けてきた
生物に備わっている基本原理と考えて良い。実際、私が本研究の後半で見出し
た「コオロギの鳴き声の高さが一定に保たれている」という性質も、ある一定
の高さ（平均的な高さ）から外れた鳴き声を発する個体を性淘汰の過程で排除
するシステムであると見ることができる（メスの耳は特定の高さがよく聞こえ
る様にチューニングされている）。発生における細胞分化のプロセスや、がん
細胞が発生するプロセスも同様の見方で捉えることができる。全身のシステム
の中には多様な細胞種が存在するが、その多様性は常に一定の範囲内に収まる
様に調節されており、その範囲を逸脱した一つの例ががん細胞である。発生や
発がんのプロセスにおいて、近年では免疫系が重要な役割を果たしていること
が知られている。免疫系は一般に「自己・非自己」の認識・確立が根幹的な機
能であると考えられているが、同時に「多様性・斉一性」のバランスを担保す
るシステムと見ることもできる。私は今後、生命現象を捉えるさいにこの「多
様性・斉一性」を大きな軸として、生命科学の新たな地平を切り拓いていきた
いと考えている。 
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